肌红蛋白的电喷雾质谱研究——推荐一个化学生物学教学实验 by 刘艳 et al.
第 29 卷 第 5 期
2014 年 10 月
大 学 化 学
UNIVEＲSITY CHEMISTＲY







(厦门大学化学化工学院 化学生物学福建省重点实验室 福建厦门 361005)
摘要 在原有实验的基础上，设计、实践了一个利用电喷雾质谱研究生物大分子与小分子相互作用的更
为合理、简单、易行的实验方法。讨论了该实验在化学生物学专业本科生教学工作中的实践效果及经验。






质谱作为一种分析方法，长期以来一直用于小分子化合物的相关分析。直到 20 世纪 80 年代末电
喷雾电离质谱(electrospray ionization mass spectrometry，ESI-MS) 和基质辅助激光解析电离飞行时间质













为了提高生物大分子在质谱中的检测灵敏度，该实验使用 50% CH3OH 溶液溶解蛋白样品，而高浓度有
机溶剂的使用不利于保持生物大分子生理条件下的三维结构，严重影响了用质谱研究生物分子间相互
作用的实验结果的可靠性及科学性。因此，我们重新设计并实践了一个更为简便易行的化学生物学本
科教学实验———肌红蛋白的电喷雾质谱研究。该实验在厦门大学经过 2010 级化学生物学系 40 名本科
生教学实验验证，在质谱仪器运行状态良好的情况下，所有学生都可以顺利完成实验，并且对利用质谱
研究生物大分子与小分子的相互作用的关键技术有了更为深刻的理解。




















干燥气流量，以及增加大气压力 /真空界面的碰撞能量或 Cone 电压等。然而，以上参数设置过大，容易
导致非共价键复合物的解离。
总而言之，所有能够导致蛋白质变性的因素都不利于蛋白质非共价键复合物的形成。缓冲溶液
pH、有机溶剂、Dry temperature 和 Cone 电压是在研究蛋白质非共价键复合物时要考虑的几个重要因素。
因此，本实验选择肌红蛋白为模型蛋白，利用电喷雾质谱技术来测定其整个复合蛋白的相对分子质
量，并考察肌红蛋白的测试溶液对其复合物测定的影响。根据文献调研［3］，在 pH 3． 2 ～ 3． 6 的醋酸水溶
液中，或在 40% ～50%甲醇水溶液中，肌红蛋白中的血红辅基会完全解离出来;而在此 pH 及甲醇含量
范围之外，肌红蛋白复合蛋白结构则能够稳定存在。据此，本实验设计考察的两种肌红蛋白的测试溶液
分别为 50%CH3OH(含 1% (体积分数，下同) HOAc)溶液以及 pH =6 的 HOAc 水溶液。
3 仪器与试剂





① 1mg /mL(约 60μmol /L)肌红蛋白的 50% CH3OH(含 1% HOAc) 溶液:称取 1mg 肌红蛋白，将其
溶于 1mL 含 1%HOAc 的 50%CH3OH 的溶液中，混合均匀备用。
② 1mg /mL 肌红蛋白的醋酸水溶液(pH = 6):将醋酸逐滴滴加到超纯水中，以调节超纯水溶液的
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pH。充分搅拌后，用 pH 计检测该溶液的 pH = 6 时，停止滴加醋酸即得到 pH = 6 的醋酸水溶液;称取
1mg 肌红蛋白，将其溶于 1mL 上述溶液中混匀，即得到待测样品。
4． 2 质谱条件设置
固定参数:正离子模式;用流动注射泵进样，流速为 4μL /min;扫描范围 600 ～ 2500m/z;Target mass
1500;Dry temperature 250℃;Nebulizer 0． 048MPa;Dry gas:4． 5L /min;Compound stability:100% ;Average:
5;Ｒolling Average:20。
5 实验结果与讨论
(1) 1mg /mL(约 60μmol /L) 肌红蛋白的 50% CH3OH(含 1% HOAc) 溶液，在上述质谱检测条件下
直接进样，得到的质谱检测结果见图 1。




(2) 1mg /mL 肌红蛋白的 pH =6 醋酸水溶液，在相同的质谱检测条件下，得到的质谱结果见图 2。
图 2 肌红蛋白(1mg /mL，约 60μmol /L)的醋酸水溶液(pH =6)的电喷雾质谱图
通过计算每种带电状态的肌红蛋白相对分子质量的平均值，得到该肌红蛋白的平均相对分子质量
是 17605。该实验结果表明，在该质谱测试条件下肌红蛋白能够较好保持其生理条件下的三维结构，血









(1) 在进行本实验前，要求学生充分利用图书馆的网络资源，通过化学专业数据库( 如 SciFinder
Schloar、Web of Science 数据库等)查阅研究化学小分子与生物大分子相互作用的基本方法及意义。
(2) 待测样品应现用现配。在教学实验过程中发现，在 4℃冰箱中放置 3 天后的肌红蛋白的 pH =6
醋酸水溶液，会在 ESI 质谱中表现出不同的质谱信号峰。







更好的蛋白质质谱信号，使用 Ｒolling Average 功能，将数值设为 No． 20。对有机小分子化合物的质谱检
测则不需要使用此功能。
(5) 实验需 3 学时(不包括样品的配制)，包括实验讲解及上机测试。每次上课 6 人，2 人一组进行
样品准备及上机测试。
(6) 实验完成后进行课堂讨论与总结，集体讨论以下 3 个问题:① 所用不同溶剂条件下的肌红蛋
白质谱图存在哪些差异? 差异产生的主要原因是什么? ② 为什么电喷雾是一种软电离源? 它的工作
原理是什么? 生物大分子在电喷雾质谱中的表现形式是什么? ③ 电喷雾质谱与 MALDI-TOF-MS 有何不
同? 指导教师可借此机会介绍另一种软电离质谱技术(即 MALDI-TOF-MS)，以拓宽学生的知识面。
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